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Menetelma proteiinien eristamiseksi ja muuntelemiseksi 

Keksinto koskee menetelmaa proteiinien eristamiseksi, erityisesti herasta tai soijasta 
5 ja eristettyjen proteiinien muuntelemiseksi, saattamalla proteiinit, erityisesti hera tai 
soija tai sen konsentraatti, kosketuksiin sulfiitti-ioneja muodostavan reagenssin 
kanssa proteiinin sulfonoimiseksi. 

Heraproteiinit ovat muihin proteiineihin nahden ravintoarvoltaan ylivoimaisia erityi- 
10 sesti lysiini- ja metioniinipitoisuutensa vuoksi. Heraproteiinien jalostus ihmisravin- 
noksi ja terveysvaikutteisiksi ravintotuotteiksi nostaisi heran jalostusarvoa ja lisaisi 
nain juustontuotannon kannattavuutta. Vaikka heraproteiinilla on hyvat kayttoedel- 
lytykset elintarvikeraaka-aineena, suurimpina esteina sen kaytolle ovat talteenotto- 
prosessien ja fraktioiden eristysprosessien kalleus seka proteiinikonsentraattien ja 
15 isolaattien vaihtelevat ja heikot toiminnalliset ominaisuudet, kuten huono liukoisuus, 
emulgoituvuus, geeliytyvyys ja vaahtoutuvuus. 

Heran proteiinien eristamista vaikeuttaa niiden hyva liukoisuus, eika siihen voida 
vaikuttaa pH:n muutoksella valilla pH 2-9 proteiinien ollessa natiivissa muodossa. 
20 Proteiineja voidaan eristaa neljan paamenetelman mukaisesti: 1. denaturointi kuu- 
mentamallaja saostus, 2. ultrasuodatus, 3. ioninvaihto ja 4. kemiallinen muuntelu ja 
saostus. 

Yleisimmin tunnettu menetelma heraproteiinien eristamiseksi on kuumennusdenatu- 
25 rointi ja pH:n laskeminen happamalle puolelle. Talla menetelmalla saadaan proteii- 
ni, joka on menettanyt lahes kaikki tarkeimmista toiminnallisista ominaisuuksistaan. 
Sita kaytetaan paaasiassa erilaisissa levitteissa, esimerkiksi sulatejuustoissa, osittain 
tai kokonaan korvaamaan juusto (Hill et al., Can. Int. Food Sci. Technol. J. 15 
(1982), 155-160). 

30 

Nykyaan heran proteiinit eristetaan paaasiassa proteiinikonsentraattina kayttamalla 
ultrasuodatusta ja kuivausta tai proteiini-isolaattina kayttamalla ioninvaihtoadsorp- 
tiotekniikkaa ja kuivausta. Molemmilla menetelmilla on mahdollista saada eristetyt 
proteiinit toiminnallisina. Maaraavana tekijana naiden tuotantomenetelmien valin- 
35 nassa on saavutettava tuotteen toiminnallisuus ja tuotantokustannukset. 

Edella mainituilla menetelmilla aikaansaatujen proteiinikonsentraattien koostumuk- 
sessa, toiminnallisuudessa seka aistittavissa ominaisuuksissa esiintyy kuitenkin 
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suurta vaihtelua ja sen vuoksi teollisuus vieroksuu tiiiden kayttoa. Vaihtelu johtuu 
kaytettavan heran erilaisesta koostumuksesta ja esikasittelyn seka valmistus- ja ka- 
sittelyolosuhteiden erilaisuudesta. 

5 Proteiiiu-isolaateissakin esiintyy edella mainituista syista eri ominaisuuksien vaihte- 
lua. Niiden valmistuksessa kaytetty ioninvaihtoadsoiptiomenetelma tasaa vaihtelua 
jonkin verran ja antaa koostumukseltaan erilaisen lopputuotteen kuin ultrasuodatuk- 
sella tuotettu proteiinikonsentraatti on. On havaittu, etta isolaatit ovat selvasti laa- 
dukkaampia ja toiminnallisempia kuin konsentraatit proteiinin ja rasvan maaran 

10 suhteen seka proteiinin liukoisuuden, vaahtoavuuden ja vaahdon pysyvyyden, pro- 
teiinin denaturoimattomuuden ja kokkareisuuden seka maun ja hajun suhteen. Kon- 
sentraattien suhteellisen korkea laktoosi- ja mineraalipitoisuus seka heikko maku ja 
haju ovat tekijoita, jotka rajoittavat konsentraattien kayttoa elintarviketeollisuudessa. 
Heraproteiini-isolaattien kayttokelpoisuutta rajoittaa hyvista ominaisuuksista huoli- 

1 5 matta valmistusmenetelxnasta johtuva tuotteen korkea hinta. 

Tunnettua on my 6s, etta muuttamalla proteiinien rakennetta kemiallisella reaktiolla 
voidaan vaikuttaa molekyylin avaruusrakenteeseen/konformaatioon, varaukseen ja 
hydrofobisuuteen seka siten proteiinin eraisiin muihinkin ominaisuuksiin, kuten liu- 
20 koisuuteen, viskositeettiin, vaahtoavuuteen ja emulgoituvuuteen. 

Kaytannollisin ja yksinkertaisin kemiallinen menetelma proteiinin molekyylin ra- 
kenteen muuntelussa on sulfonointi, tarkemmin tiolisulfonointi eli S-sulfonointi, jo- 
ka saadaan aikaan oksidatiivisella sulfitolyysilla. Siina proteiinien aminohappoketju- 
25 jen valiset rikkisillat eli disulfidisidokset aukaistaan, mika saadaan aikaan lisaamalla 
sulfiitti-ioneja, jolloin kaynnistyy hapeUispelkistysreaktro* jossa toinen rikki hapet- 
tuu sulfonaatiksi ja toinen pelkistyy sulfhydryyliryhmaksi. 

Lisaamalla mukaan viela hapettava tekija hapettuvat vapaat sulfhydryyliryhmat jal- 
30 leen disulfidisidoksiksi, jotka puolestaan jatkavat reaktiossa niin kauan, kunnes 
kaikki sulfhydryyliryhmat ovat sulfonoituneet tai reaktion jokin muu tekija on muo- 
dostunut rajoittavaksi. Oksidatiivisen sulfitolyysin periaate on kuvattu seuraavilla 
yhtaloilla: 



2RS-SR + 2HS0 3 " < > 2RS-S0 3 " + 2RSH 

2RSH + hapetin — > RS-SR + 2H-hapetin 

5 RS-SR + 2HS0 3 " + hapetin — > 2RS-SCV + 2H-hapetin (kokonaisreaktio) 

Siina RS-SR kuvaa proteiinimolekyylia, joka koostuu kahdesta aminohappoketjusta 
R, jolloin S-S on kahden aminohappoketjun valissa oleva disulfidisidos. Se yhdistaa 
aminohappoketjut ja pitaa niita osaltaan lukittuna tiettyyn asentoon. Muunnellut 
10 proteiinimolekyylit ovat saostettavissa liuoksesta laskemalla pH:ta sulfitolyysireak- 
tion pH:sta pH 3-5:een. 

Oksidatiivista sulfitolyysia on julkaisussa Kella, N. K. D. et al., J. Agr. Food Chem. 
37, (1989), 1203-1210, kaytetty heran proteiini-isolaattien molekyylien muunteluun 

15 tarkoituksena vaikuttaa proteiinien toiminnallisiin ominaisuuksiin, kuten liukoisuu- 
teen, viskositeettiin, vaahtoavuuteen ja vaahdon pysyvyyteen. Ominaisuuksiin vai- 
kuttavana tekijana oli disulfidisidosten vahentaminen suhteessa alkuperaisten disul- 
fidisidosten maaraan. Tietyt ominaisuudet paranivat tai huononivat disulfidisidosten 
maaran vahetessa. Mm. liukoisuus huononi alle 5 %:n jo 25 %:n disulfidisidoksista 

20 avauduttua ja samalla liukoisuus-pH-kayran liiikoisuusmiiiimi muuttui. 

Muuntelureaktiossa proteiini-isolaattien konsentraatio oli 1,0 % ja sulfiitin 0,1 M, 
urean 4 M seka pH 7,0 ja lampotila 25 °C. Hapettimena kaytettiin liuoksen lapi pu- 
hallettua happea ja katalysaattorina CuS0 4 :a liuotettuna 800 mM konsentraatioon. 
25 Eriasteisesti muunnellut proteiini-isolaatit eristettiin saostamalla ammoniumsulfaa- 
tilla, jota lisattiin liuokseen niiri paljon, etta siita muodostixi 50-prosenttisesti kyllas- 
tetty. Muuttuneita liukoisuusominaisuuksia ei kaytetty hyvaksi proteiinien eristami- 
sessa. 

30 Julkaisussa Gonzalez, J. M., Damodaran, S., J. Food Sci., 55 (1990), no 6, 1559- 
1563, kaytettiin oksidatiivista sulfitolyysia tarkoituksena eristaa sellaisen makean 
raakaheran proteiineja, jonka proteiinipitoisuus oli noin 0,6 %, lahes samoissa koe- 
olosuhteissa kuin edella; pH 7,0, sulfiittikonsentraatio 0, 1 M, lampotila 25 °C seka 
hapettimena happi ja katalysaattorina Cu 2+ -ioni CuCC>3:na, mutta tassa tapauksessa 

35 kiinteina helmina ja pakattuna lasikolonniin. Sulfitolyysin tuote hapetettiin sulfo- 
naattijohdannaiseksi kierrattamalla sita mainituilla helmilla ta^etyssa kolonnissa. 
Sen jalkeen helmien jaannokset poistettiin nestemaisesta reaktioseoksesta sentrifu- 
goimalla. Tekijat osoittivat, etta pelkalla sulfitolyysilla eli 0,1 M:n suifiittilisayksen 
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jalkeen edella kuvatuissa olosuhteissa vain noin 0,4 moolia disulfidi- ja sulfhydryy- 
liryhmista 43000 grammamoolia proteiinia kohti sulfonoitui 30 minuutissa, ja sen- 
kin oletettiin johtuneen heran luontaisesta hapetuskyvysta. Vastaavissa olosuhteissa 
hapetettaessa hapella katalysaattorin avulla noin 1,5 moolia disulfidi- ja sulfhydryy- 
5 liryhmista sulfonoitui 3 minuutissa ja noin 2,3 moolia 30 minuutissa. Sulfonoidut ja 
kuparin kanssa kelatoituneet proteiinit eristettiin toiminnallisina saostamalla pH:ssa 
4,5. Ennen saostamista liuoksesta jouduttiin kuitenkin poistamaan sulfonoituun he- 
ran proteiiniin kelatoitunut kupari EDTA-kasittelylla. 

10 Tassa oli kysymyksessa monimutkainen laboratoriomittakaavan toteutus kon- 
sentroimattomalla heraproteiinilla. Siina ei voitu hyodyntaa korotetun lampotilan re- 
aktiota nopeuttavaa vaikutusta, koska hapen liukoisuus ja siten sen pitoisuus liuok- 
sessa pienenee niin, etta se on reaktiota rajoittava tekija. Lisaksi elektrolyyttien run- 
sas mukanaolo viela rajoittaa hapen liukoisuutta ja siten myos happipitoisuutta. 

15 

Oksidatiivista sulfitolyysia (Kella, N. K. D., et al., J. Agr. Food Chem., 37 (1989), 
1203-1210) on kaytetty soijaproteiinien, esimerkiksi glysiinin, jaotteluun/fraktioin- 
tiin pienemmiksi alayksikoiksi. Glysiini koostuu useasta alayksikosta, jotka ovat 
puolestaan muodostuneet kahdesta polypeptidista. Polypeptide ovat kiinnittyneet 
20 toisiinsa yhdella disulfidisidoksella, joten aukaisemalla disulfidisidoksia oksidatiivi- 
sella sulfitolyysilla proteiini on jaoteltavissa pienempiin osiin, mika vaikuttaa puo- 
lestaan toiminnallisiin ominaisuuksiin mm. emulgoituvuuteen, geeliytyvyyteen ja 
vaahtoutuvuuteen kuten Petracelli, S. ja Anon, M. C, J. Agric. Food Chem., 43 
(1995), 2001-2006, ovat osoittaneet. 

25 

Sulfitolyysia on myos kaytetty soijan biologisesti aHnvisen proteiinin, trypsiini- 
inhibiittorin rakenteen/konformaation muunteluun siten, etta ihmisen ruoansulatuk- 
selle haitallisen proteiinin aktiivisuus katoaa. Tiypsiini-tnhibiittori on inaktivoita- 
vissa kuumentamalla, mutta 1 tunnin kuumennus 75 °C:ssa tai 10 min kuumennus 

30 100 °C:ssa inaktivoi inhibiittorista vain noin 80 %. Kuumennuksen jatkaminen ai- 
heuttaa proteiinin ravintoarvon alentumista. Kuumentamalla yhden tunnin ajan soi- 
jajauhoa 700 g 2,1 litrassa 0,5 M Tris-puskuria pH 8,5, jossa on Na 2 S0 3 :a 4,78 g 
(0,03 moolia), trypsiini-inhibiittorin aktiivisuus havisi kokonaan. Jaannossulfiitin 
poistamiseen kaytettiin dialysointia, joka kesti 3 paivaa. Vaihtoehdoksi sulfiitin 

35 poistoon suositeltiin proteiinien saostamista isoelektrisessa pisteessa, pH 4,5:ssa, 
jota kaytetaan saostukseen soijaisolaatin teollisessa valmistuksessa. Toimenpiteessa 
hyodynnetaan jaljempana esitetyssa reaktiossa vapautuneen sulfiitin pesemista pois 
proteiinin eristyksen yhteydessa. 
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Tiypsiini-inhibiittorin rakenteen/konformaation muuntelun selitettiin perustuvan 
sulfiitin aiheuttamaan disulfidiryhman avautumiseen seuraavan kaavan mukaan: 

P - S-S - P' + S0 3 = < > P - S" + P' - S - so 3 " 

Sen jalkeen muodostunut S-sulfonaatti reagoi toisen sulfhydryyliryhman kanssa, jo- 
ka on jo ollut olemassa tai muodostunut samassa sulfitolyysissa ja muodostaa sen 
kanssa uuden disulfidiryhman eri paikkaan proteiinimolekyylissa. Samalla vapautuu 
S-sulfonaattiryhmasta sulfiittia seuraavan kaavan mukaan: 

P' - S - SO3' + P - S" < > P - S - S - P + so 3 = 



Kokonaisvaikutus on uuden disulfidiryhman muodostuminen ja lahes kaiken sulfii- 
tin vapautuminen (Friedman, M. ja Gumbmann, M. R., J. Food Sci. 51 (1986), 
15 1239-1241). 

Edella esitetyt sovellutukset, jotka perustuvat oksidatiiviselle sulfitolyysille, eivat 
joko pyrkineet tarjoamaan ratkaisua eristamiselle, vaan ainoastaan tiettyjen ominai- 
suuksien muunteluun hera- ja soijaproteiineilla, tai esitetty ratkaisu on niin vaikeasti 
20 hyodynnettavissa tuotantomitassa, ettei se ole ollut toteuttamiskelpoinen. Sama kos- 
kee sulfitolyysin kayttoa biologisesti aktiivisten proteiinien inaktivointiin ja mole- 
kyylirakenteen muunteluun soijalla. 

Fl-patentissa 96266 "Menetelma heraproteiinien eristamiseksi 11 ja Fl-patenttihake- 
25 muksessa 944110 "Menetelma ja laite heraproteiinien eristamiseksi" on kehitetty 
menetelma ja prosessi, jossa on pyritty mahdollisimmarTyksinkertaiseen, toimivaan 
ja taloudelliseen heran proteiinien eristamiseen ja fraktiointiin ja tuottamaan mah- 
dollisimman toiminnallisia proteiineja, joilla on toiminnallisina ominaisuuksina mm. 
emulgoituvuus, geeliytyvyys ja vaahtoutuvuus. Tuotteet on tarkoitettu tasoltaan ih- 
30 misravintona kaytettaviksi. 

Edella mainitussa suomalaisessa keksinnossa heraproteiinit kaytetaan 4-16 kertaa 
konsentroituna, jolloin niiden proteiinipitoisuus on 2-7 paino/tilavuus-%. Oksida- 
tiivinen sulfitolyysi suoritetaan lisaamalla heraproteiinikonsentraattiin sulfiittia sel- 
35 lainen maara, jolla voidaan saadella aukaistujen ja sulfonoitujen disulfidisidosten 
suhdetta disulfidisidosten alkuperaiseen maaraan. 
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Hapetus suoritetaan sulfitolyysin jalkeen sopivalla elintarvikekayttoon kelpaavalla ja 
hallittavalla kemiallisella yhdisteella esimerkiksi Ca0 2 :lla, jolloin valtetaan hankala 
hapen ja katalysaattorin kaytto ja siihen liittyvat rajoitukset. Reaktiolampotilana 
kaytetaan 30-55 °C ja reaktiopH:na 5,0-8,5. 

5 

Sulfonoidut heraproteiinit ovat saostettavissa alentamalla pH:ta 2,5-5,5 :een. Alen- 
tamalla pH:ta eri pH-tasoille voidaan heraproteiinista saostaa koostumukseltaan 
erilaisia fraktioita, joissa on heran paaproteiineja a-laktalbnmiinia, BSA:ta (naudan 
seerumialbiimiinia) ja p-laktoglobuliinia eri suhteissa. 

10 

Happamessa, saostuksen yhteydessa vapautuvat oksidatiivisessa sulfitolyysissa 
muodostuneet S-sulfoniryhmat seka jaljella oleva sulfiitti muutetaan rikkidioksidik- 
si, joka puhalletaan pois sopivalla steriililla kaasulla ja otetaan neutraloimalla tal- 
teen uudelleenkayttoa varten. 

15 

Saostettu proteiinifraktio erotetaan mikrosuodattamalla seka konsentroidaan ja pes- 
taan ultrasuodattamalla. Tuloksena on proteiinifraktiokonsentraatti, jossa on tietty 
proteiini-, laktoosi- ja suolapitoisuus. Liukoisen fraktion proteiinit konsentroidaan ja 
pestaan ultrasuodattamalla, minka tuloksena saadaan halutunlainen proteiinifraktio- 
20 konsentraatti. 

Vaikka edella esitetyissa suomalaisissa keksinnoissa heraproteiinien eristys erilaisi- 
na fraktioina yksinkertaistui ja eristys ensimmaista kertaa toteutettiin aiempaa suu- 
remmassa mittakaavassa ja sen taloudellinen toteuttaminen oli mahdollista, koko 
25 eristysprosessissa on viela monta vaihetta, jotka pidentavat prosessiaikaa ja moni- 
mutkaistavat kasittelya aiheuttaen kustannuksia. 

Esilla olevan keksinnon tarkoituksena on yksinkertaistaa proteiinien, erityisesti he- 
ra- ja soijaproteiinien seka eraiden muiden proteiinien sulfonoimalla tapahtuvaa 
30 muuntelua ja nopeuttaa fraktiointitapahtumaa seka fraktioiden jatkokasittelya. Tama 
on saatu aikaan siten kuin on esitetty oheisissa patenttivaatimuksissa. 

Esilla olevassa keksinnossa on oivallettu, etta proteiinien, kuten hera- tai soijaprote- 
iinien, muuntelussa sulfitolyysi yksistaan aiheuttaa jo riittavan disulfidisidosten au- 
35 keamisen eika hapetus ole valttamaton proteiinimolekyylin konformaation muutta- 
miseksi ja proteiinien saostamiseksi happamissa olosuhteissa. Hapetuksen poisjaa- 
minen yksinkertaistaa ja nopeuttaa prosessia ja parantaa sen kannattavuutta. Kayt- 
tamalla heraproteiinien sulfitolyysin reaktiolampotilana noin 40-65 °C reaktio no- 
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peutuu ja reaktiotasapaino siirtyy sulfonoitujen tuotteiden puolelle, jolloin tarvitta- 
van sulfiitin maara pienenee. 

Seuraavassa keksintoa kuvataan sovellettuna heraproteiinin muunteluun ja eristami- 
5 seen, mutta keksinnon mukainen menetelma soveltuu kaytettavaksi myos muiden 
proteiinien, kuten soijaproteiinin, kasittelyyn. 

Keksinnon mukaisessa menetelmassa kaytetaan taloudellisista syista mahdollisim- 
man korkean proteiinipitoisuuden omaavaa heraproteiinikonsentraattia. Edullisim- 
10 maksi on osoittautunut noin 16-20-kertaa alkuperaiseen heraan nahden konsentroitu 
heraproteiini. Sen proteiinipitoisuus on 9-12 paino-%. 

Keksinnon mukaisesti hera- tai soijaproteiinien muuntelu, disulfidisidosten avaami- 
nen ja konformaation muuntelu saadaan aikaan sulfitolyysilla, jossa sulfiitti-ioni 

15 reagoi spesifisesti disulfidisidoksen toisen rikin kanssa ja muodostaa S-sulfonaatti- 
johdannaisen. Toinen rikki pelkistyy sulfhydryyliryhmaksi. Kayttokelpoisimpia sul- 
fiitteja ovat liukoiset ja elintarvikelaatuiset natriumsulfiitti, natriumvetysulfiitti seka 
natriummetabisulfiitti, mutta myos muita voidaan kayttaa. Kaikista edella nimelta 
mainituista muodostuu reaktio-olosuhteissa valtaosaltaan natrium- ja natriumvety- 

20 sulfiittia. Lopputuotteiden toiminnallisiin ja muihin ominaisuuksiin pystytaan vai- 
kuttamaan valmistusprosessin sulfitolyysilla maarittelemalla sulfiitin maaran suhde 
proteiinissa olevien disulfidisidosten maaraan. Heraproteiinien sulfitolyysissa sopi- 
va sulfiitin maara on valilla 0,02-0,20 M, edullisesti 0,05-0,10 M. 




25 pH:hon perustuvan saostuksen kannalta sulfitolyysilla sulfonoidut hera- tai soijapro- 
teiinit eivat tandtse hapetusta ja siten sulfonoinnin jatkarrunen niin, etta kaikki sulfi- 
tolyysissa vapautuneet sulfhydryyliryhmat sulfonoituisivat, ei ole tarpeen. Oksida- 
tiivinen sulfitolyysi eli sulfitolyysi ja hapetus on kayttokelpoinen menetelma silloin, 
kun tilanne ja olosuhteet vaativat aukaistujen disulfidisidosten molempien rikki- 

30 atomien sulfonointia. 

Keksinnon mukaisen menetelman optimoimiseksi on maariteltava myos sopiva re- 
aktiolampotila, pH, saostuksissa kaytetyt pH:t, pH:n muutoksissa kaytetyt hapot ja 
emakset, muut reagenssit seka sopivat toimenpiteet ja menetelmat haluttujen omi- 
35 naisuuksien saamiseksi tuotteille, jotka voivat olla proteiinikonsentraatteja tai suih- 
kekuivattuja jauheita. 
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Keksinnon eraari edullisen suoritusmuodon mukaan sulfitolyysin lampotila on 40- 
65 °C. Sulfitolyysi tapahtuu pH: ssa 5,5-8,0, edullisesti 6,0-7,0. Reaktioaika on 10- 
50 min 5 edullisesti 20-40 min. 

5 Edella mainituilla tekijoilla pystytaan vaikuttamaan muunneltujen proteiinien ja 
fraktioiden toiminnallisiin ominaisuuksiin seka saostus-pH:lla fraktioiden maaraan 
ja koostumukseen a-laktalbumiiniin, BSA:han ja p-laktoglobuliiniin nahden. 

Keksinnon mukaisessa menetelmassa suoritetaan ensin heraproteiinikonsentxaatin 
10 proteiinien muuntelu sulfitolyysilla ja sen jalkeen heraproteiinien tietyn osan saostus 
happamassa pH:ssa. Saostus suoritetaan pH:ssa 1,5-5,5 ja edullisesti pH:ssa 4,0-5,0 
ja lampotilan ollessa tarpeeksi korkea, edullisesti 40-65 °C, edullisimmin valilla 50- 
60 °C. 

15 Sulfolyysilla muunnellut proteiinit voidaan jattaa saostamattakin, jolloin saadaan eri 
asteisesti muunneltuja heran kokonaisproteiineja, joiden proteiinikoostumus on sa- 
ma kuin herakonsentraatin alkuperainen koostumus, mutta sen toiminnalliset omi- 
naisuudet ovat muuttuneet muunteluasteesta riippuen. 

20 Saostuksessa tai erikseen suoritettavassa toimenpiteessa pH:n ollessa selvasti hap- 
pamen puolella, pH 1,5-4,5, sulfitolyysissa muodostuneet sulfoniryhmat ja sulfito- 
lyysissa jaljelle jaanyt sulfiitti vapautuvat rikkidioksidina ja se johdetaan puhalta- 
malla steriililla kaasulla, edullisesti ilmalla tai sen typpiseoksella, vastaanottosaili- 
66n, jossa se otetaan talteen natrium- ja natriumvetysulfiitin seoksena ja on kaytet- 

25 tavissa seuraavassa sulfitolyysissa. Vapautunut rikkidioksidi voidaan siis kayttaa 
uudelleen, mika saastaa kyseista raaka-ainetta eika pfosessi rasita ymparistoa rikki- 
dioksidipaastoilla. 

Fraktioimattomaksi jatettavan heraproteiininkin pH lasketaan happamen puolelle ar- 
30 voihin, jossa saadaan vapautetuksi sulfoniryhmat ja jaljelle jaanyt sulfiitti rikkidi- 
oksidina, joka puhalletaan edella kuvatulla tavalla. 

Haluttaessa saostuksen jalkeen voidaan toteuttaa fraktiointi, jossa saostuma eli saos- 
tettu proteiini erotetaan sopivalla menetelmalla, edullisesti mikrosuodattamalla tai 
35 sentrifiigoimalla, liukoisesta proteiinista. Haluttaessa muunneltuja kokonaisproteii- 
neja erotus jatetaan suorittamatta. 
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Fraktiot pestaan haluttaessa ja konsentroidaan ultrasuodattamalla saostus-pH:ssa tai 
lahella sita. Pesulla tarkoitetaan edullisesti diasuodatusta, jossa pestavaan liuokseen 
tai suspensioon lisataan puhdasta vetta ja sekoituksen jalkeen suodatetaan se pois, 
jolloin pienimolekyylisia yhdisteita, kuten suoloja ja laktoosia, poistuu suodoksen 
5 mukana. Toimenpidetta voidaan jatkaa niin kauan, kunnes saavutetaan haluttu 
koostumus, proteiini-, laktoosi- ja suolapitoisuus, kasiteltavalle fraktiolle. 

Muunteluaste osoittaa avautuneiden disulfidisidosten maaran. Happamissa olosuh- 
teissa pH 1,5-4,5 vapautuvat sulfitolyysissa muodostuneet sulfoniryhmat, jolloin 

10 avautuneesta disulfidiryhmasta jaa jaljelle kaksi sulfhydryyliryhmaa. Lopputuottee- 
na kaytettava muunnettu kokonaisproteiinikonsentraatti ja proteiinifraktiokonsent- 
raatit tai niista kuivatut jauheet voivat olla tata tyyppia, jolloin vapaita sulfhydryyli- 
ryhmia voidaan hyodyntaa monella tavalla parantuneina toiminnallisina ominai- 
suuksina, kuten emulgoituvuutena, geeliytyvyytena, vaahtoutuvuutena ja hydrolysoi- 

1 5 tuvuutena/ sulavuutena. 

Vapaat sulfhydryyliryhmat aiheuttavat helposti sopivissa olosnhteissa disulfidiryh- 
mien avautumista ja syntyneet sulfhydryyliryhmat muodostavat toisten sulfhydryyli- 
ryhmien kanssa uusia disulfidiryhmia, jolloin muodostuu proteiiniverkkoja, jotka 
20 muodostavat suspensiossa emulgoivan proteiinikalvon vesipisaran ymparille tai 
vaahdossa ilmakuplan ymparille tai sopivan vahvan verkoston geelinmuodostusta 
varten. 

Sulfhydryyliryhmat ovat hapetettavissa hapettavalla yhdisteella edullisesti ilman ha- 
25 pella, dehydroaskorbiinihapolla ja yleensa elintarvikelaatuisilla hapettmulla disulfi- 
disidoksiksi edullisesti pH:ssa 4,5-8,5, edullisiinirun "pfT 6,5-7,5, lampotilassa 45- 
75 °C, edullisimmin valilla 50-70 °C ja sekoittamalla suspensiota tai liuosta tehok- 
kaasti niin, etta disulfidisidokset muodostuvat eri sulfhydryyliryhmien kanssa kuin 
proteiinin alkuperaisessa konformaatiossa. Lopputuote, muunnettu proteiini- tai 
30 proteiinifraktiokonsentraatti tai vastaava jauhe on pH:ltaan korkeampi kuin edella 
kuvattu tuote, siina on vahemman vapaita sulfhydryyliryhmia ja silla on muuntelun 
asteesta johtuvia toimiimallisia ominaisuuksia kuten dispergoituvuus, emulgoitu- 
vuus, geeliytyvyys ja hydrolysoituvuus/sulavuus. 

35 S-sulfoniryhmista ja sulfiitista vapautunut ja puhalluksessa mahdollisesti poistumat- 
ta jaanyt rikkidioksidi muuttuu pH:n noston yhteydessa sulfiitiksi ja hapettuu sul- 
faatiksi reaktorissa puhallettaessa ilmaa ja sekoitettaessa tehokkaasti pH:ssa 4-7, 
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edullisesti pH 5-6 ja lampotilassa 45-65 °C, edullisimmin valilla 50-60 °C. Kyseessa 
on pienen noin 0,01 %:n sulfiittimaaran hapettuminen sulfaatiksi. 

Sulfitolyysilla voidaan edella esitetyn periaatteen mukaan muunnella myos muita 
5 proteiineja, kuten soijaproteiineja, esimerkiksi soijaisolaatteja, -konsentraatteja ja 
-jauhoja, vaikka niiden muuntelu vaatiikin toisenlaiset olosuhteet, jotka ovat riittavat 
sulfitolyysin tapahtumiselle ja siten disulfidisidosten avautumiselle. Soijaisolaattien 
muuntelu voidaan suorittaa sulfitolyysilla esimerkiksi seuraavalla tavalla: Soijaiso- 
laatista tehdaan 6-10-prosenttinen suspensio veteen. Sulfitolyysissa kaytetaan sul- 

10 fiittimaaraa 0,02-0,2 M, edullisesti 0,05-0,10 M. Reaktiolampotila on 60-80 °C, 
edullisesti valilla 65-75 °C. Sulfitolyysi tapahtuu pH:ssa 5,5-8,0, edullisesti pH:ssa 
6,0-7,0. Reaktioaika on 10-50 min edullisesti 20-40 min. Muuntelun jalkeen soijai- 
solaatti on eristettavissa ja pestavissa pH 4,5:ssa, joka on soijaproteiinien isoelektri- 
nen piste. Ylimaarainen sulfiitti poistuu pesuveden mukana sita taydellisemmin mita 

15 useammin pesu tapahtuu; 2-3 kertaa on riittava. Sulfiitti on otettavissa talteen pesu- 
vesista alentamalla pH 2:een ja puhaltamalla vapautunut rikkidioksidi vastaanotto- 
astiaan sulfiitiksi myohempaa kayttoa varten. Taman jalkeen, kun suurin osa sulfii- 
tista on poistunut, muunnellun soijaisolaatin pH lasketaan 2-3:een, jolloin saostuma 
liukenee osittain ja sulfitolyysissa muodostuneet S-sulfonaattiryhmat vapautuvat 

20 rikkidioksidina nain happamessa ymparistossa. Tarvittaessa rikkidioksidi on puhal- 
lettavissa pois tassa vaiheessa. Nostettaessa pH jalleen 4,5:een muodostunut pieni 
rikkidioksidimaara muuttuu natriumvetysulfiitiksi ja se on pestavissa pois. 

Sulfitolyysin aikaansaamalla soijaisolaatin muuntelulla voidaan inaktivoida biologi- 
25 sesti aktiivisia proteiineja esimerkiksi tiypsiini-iiihibiittori seka parantaa proteiinin 
toiminnallisia ominaisuuksia vapaiden sulfhydryyliryhnueh lisaannyttya muuntelu- 
asteen osoittamalla maaralla. 

Keksinnon eraan suoritusmuodon mukaan heran proteiinien muuntelu, fraktiointi, 
30 eristys ja muu kasittely tapahtuu seuraavina jaksoina: Heran proteiinien kon- 
sentrointi ultrasuodattamalla, konsentraatin proteiinien rakenteen/konformaation 
muuntelu sulfitolyysilla, osan muunnelluista proteiineista saostaminen laskemalla 
pH:ta, happamessa pH:ssa sulfoniryhmista ja sulfiitista muodostuneen rikkidioksidin 
puhaltaminen reaktorista seka talteenotto sulfiittina seuraavaa sulfitolyysia varten, 
35 saostettujen proteiinien erotus liukoisista proteiineista mikrosuodattamalla, saostet- 
tujen proteiinien seka muunnettujen kokonaisproteiinien pesu ja konsentrointi ultra- 
suodattamalla saostus-pH:ssa tai yleensa happamessa pH:ssa, mikrosuodatuksen 
suodoksen pesu ja konsentrointi ultrasuodattamalla saostus-pH:ssa tai sen ylapuolel- 
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la, vaihtoehtoisesti, saostettujen proteiinien konsentraatin, muunneltujen kokonais- 
proteiinien konsentraatin seka liukoisten proteiinien konsentraatin vapaiden sulfhyd- 
ryyliryhmien hapetus disulfidiryhmiksi uuteen jarjestykseen seka kaikkien proteiini- 
konsentraattien pesu ja konsentrointi ultrasuodattamalla ja lopputuotteiksi saattami- 
5 nen konsentraatteina tai kuivattuina jauheina. 

Heran konsentrointi aloitetaan mikrosuodatuksella, jolloin herasta poistetaan mah- 
dolliset kaseiinihiukkaset, ja vahennetaan fosfolipoproteiinien ja bakteerien maaraa. 
Mikrosuodatuksen tuloksena ultrasuodatus helpottuu. Saatua mikrosuodatuksen 
10 suodosta ultrasuodatetaan 6000-30000 D:n kalvoilla proteiinipitoisuuden vakevoi- 
miseksi alkuperaisesta 0,6 %:sta 16-20-kertaiseksi, joka vastaa 9-12 %:n proteiini- 
maaraa. Edullinen konsentraatin proteiinivakevyys on 10-1 1 %. 

Heraproteiinien rakenteen muuntelu tapahtuu sulfitolyysin avulla, jolloin haluttu osa 
15 disulfidisidoksista aukaistaan ja saavutetaan haluttu muunteluaste alkuperaisten di- 
sulfidisidosten maaraan nahden. Heraproteiinien sulfitolyysi toteutetaan tassa suori- 
tusmuodossa seuraavalla tavalla: 

Heraproteiinikonsentraattia, proteiinipitoisuus esimerkiksi 10 %, otetaan tarvittava 
20 maara reaktoriin, jossa on tehokas sekoitus seka lampotilan ja pH:n mittaus ja saato. 
Konsentraatin lampotilaksi saadetaan 40-65 °C, edullisesti 50-60 °C. Lampotilan 
valintaan vaikuttaa mm. haluttu reaktionopeus, kaytetyt kemikaalit seka eristettaville 
proteiineille halutut toiminnalliset ja muut ominaisuudet. Vakiolampoiseen proteii- 
nikonsentraattiin lisataan sulfiittia joko NaHSOaina, Na 2 S 2 05:na tai Na 2 S0 3 :na 
25 0,02-0,2 M, esimerkiksi 0,05-0, 1 M, ja sekoitetaan tehokkaasti. Lisattavan sulfiitin 
maara riippuu mm. proteiinikdnsentraatiosta ja halutusfa sulfitolyysiasteesta. pH 
saadetaan valille 5,5-8, edullisesti valille 6-7, esimerkiksi 6,5. pH:n saadossa kaj^te- 
taan elintarvikelaatuisia happoja ja emaksia, kuten HCl:aa ja NaOH:ta. Reaktioaika, 
jonka sulfiitti vaikuttaa proteiineihin, on 10-50 min, edullisesti 20-40 min. Aika 
30 maaraytyy edella mainittujen tekijoiden yhteisvaikutuksesta halutun muunteluasteen 
saavuttamiseksi. 

Proteiinit, halutun muuntelun jalkeen, saostetaan laskemalla pH 1,5-5,5 :een, edulli- 
sesti 4,0-5, 0:aan. Saostuksessa kaytettava pH riippuu paaasiassa fraktioille halutusta 
35 proteiinikoostumuksesta seka jonkin verran proteiinien muunteluasteesta. 



Saostamiseen kaytetty aika on 10-40 min, esimerkiksi 20-30 min. Tietyn asteisesti 
muunnellut proteiinit voidaan jattaa saostamatta, kun halutaan muunneltuja koko- 
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naisproteiineja, ja pH lasketaan suoraan tarpeeksi alas pH 1, 5-4,5 :een sulfoniryhmi- 
en ja ylimaaraisen sulfiitin vapauttamiseksi rikkidioksidina, joka puhalletaan sterii- 
lilla ilmalla tai ilman ja typen seoksella vastaanottosailioon natrium- ja natriumve- 
tysulfiitin seoksena seuraavaa sulfitolyysia varten. 

5 

Saostetut proteiinit erotetaan liukoisista proteiineista mikrosuodattamalla. Muodos- 
tuneet jakeet kasitellaan erikseen. 

Fraktioiduista proteiineista, saostettu ja liukoinen fraktio, sulfoniryhmat ja ylimaa- 
10 rainen sulfiitti vapautetaan happamassa pH:ssa rikkidioksidina j a puhalletaan pois 
reaktioseoksesta, kuten edella on kuvattu. 

Muodostuneet jakeet pestaan suolojen ja laktoosin vahentamiseksi ja konsentroidaan 
vaadittuun proteiinipitoisuuteen seka laktoosi- ja suolapitoisuuteen happamessa 
15 pHrssa, esimerkiksi 4,5:ssa. 

Haluttaessa jakeen pH nostetaan 5,5-7,5, esimerkiksi 6,5:een, sen lapi puhalletaan 
steriloitua ihnaa, jolloin vapaana olevat sulfhydryylhyhmat muodostavat disulfidisi- 
doksia alkuperaisesta poikkeaviin kohtiin proteiinimolekyylissa sekoituksen ansios- 
20 ta. Kasiteltava fraktio on pestavissa ja konsentroitavissa ennen pH:n nostoa tai sen 
jalkeen tai molemmissa vaiheissa. 

Pestyt, edella kuvatuilla tavoilla tuotetut konsentraatit saatetaan vaadittuun proteii- 
nipitoisuuteen ja ne ovat kaytettavissa jatkosovellutuksiin. Konsentraatit voidaan 
25 myos kuivata jauheeksi ja kayttaa sellaisenaan jatkosovellutuksiin. 

Sulfitolyysin kaikilla tarkeilla muuttujilla eli proteiinikonsentraatin proteiinipitoi- 
suudella, sulfiitin maaralla, reaktiolampotilalla ja -pH:lla eri vaiheissa seka eri vai- 
heissa kaytetyilla reaktioajoilla voidaan vaikuttaa eristysprosessin eri osareaktioiden 
30 toteutumiseen ja kokonaisuutena koko prosessin lopputulokseen eli eristettavien ja- 
keiden proteiinien maaraan, koostumukseen ja haluttuihin ominaisuuksiin. 

Seuraavat esimerkit kuvaavat edella esitettya keksintoa. 

35 Esimerkki 1 

Heraproteiinikonsentraatin valmistukseen kaytettiin tuoretta edam-juuston valmis- 
tuksessa syntynytta heraa. Sen proteiinipitoisuus oli 0,6 %, joka on saatu kertomalla 
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Kjeldahl-menetelmalla maaritetty proteiinityppi vakiolla 6,38. Hera mikrosuodatet- 
tiin ensin 0,45 jj.m:n suodatinkalvoilla Millipore Pellicon -laboratoriolaitteistolla. 
Mikrosuodatuksen suodos konsentroitiin suodattamalla se samalla laitteistolla 10000 
D:n ultrasuodatuskalvoilla niin, etta konsentraattien proteiinipitoisuudet vaihtelivat 
5 8-12 %:n valilla. 

Muuntelua ja fraktiointia varten otettiin 0,5 1 8,5-paino/tilavuusprosenttista herakon- 
sentraattia 1,0 l:n lasiastiaan. Se asetettiin lampotilaltaan^saadettavaan vesihautee- 
seen ja sen sisaltoa sekoitettiin tehokkaalla sekoittimella. Konsentraatin lampotilaksi 
10 saadettiin 45°C. 

Sulfitolyysi kaynnistettiin lisaamalla proteiinikonsentraattiin 2,4 g Na2S20s (nat- 
riummetabisulfiittia) ja pH saadettiin 6,0:aan lisaamalla NaOH:ta. Seosta sekoitet- 
tiin ja reaktio sai jatkua 30 min. Taman jalkeen osa muunnelluista proteiineista saos- 

15 tettiin laskemalla pH 4,8:aan lisaamalla seokseen HCl:aa. Saostumaa sisaltavaa se- 
osta sekoitettiin viela 15 min. Saostuma erotettiin sentrifugoimalla Sorvall RC-5B - 
sentrifugilla 10000 kierr./min 30 min. Saostuneet proteiinit erottuivat hyvin ja saatu 
liukoinen osa oli kirkasta. Liukoisesta osasta eli kirkasteesta maaritettiin proteiinipi- 
toisuus. Alkuperaisen proteiinikonsentraatin ja kirkasteen proteiinipitoisuuksien ero- 

20 tuksena voitiin laskea, ottamalla huomioon suorituksen aikana tapahtunut laimen- 
tuminen, proteiinien jakautuminen saostuneeseen ja liukoiseen osaan kokonaispro- 
teiiniin nahden. Tassa tapauksessa saostuneen proteiinin osuus oli 21 % ja liukoisen 
vastaavasti 79 %. 

25 Esimerkki 2 

Muuntelua ja fraktiointia varten otettiin 0,5 1 10,5-prosenttista edella kuvatulla taval- 
la suodattamalla konsentroitua heraproteiinikonsentraattia 1,0 l:n lasiastiaan. Kon- 
sentraatin lampotilaksi saadettiin 50 °C ja sekoitettiin tehokkaasti. Sulfitolyysi kayn- 
30 nistettiin lisaamalla proteiinikonsentraattiin 2,4 g natriununetabisulfiittia ja pH saa- 
dettiin 6,0:aan lisaamalla NaOH:ta. 

Seosta sekoitettiin edelleen ja reaktio sai jatkua 30 min. Taman jalkeen osa muun- 
nelluista proteiineista saostettiin laskemalla pH 5,3:een lisaamalla seokseen HCl:aa. 
35 Saostumaa sisaltavaa seosta sekoitettiin viela 15 min. Saostuma erotettiin sentrifu- 
goimalla 10000 kierr./min. 30 min. Saostuneen proteiinin osuus oli 16 % ja liukoi- 
sen vastaavasti 84 %. 
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Esimerkki 3 

Muuntelua ja fraktiointia varten otettiin 0,5 1 10,5-prosenttista edellisessa esimerkis- 
sa kaytettya heraproteiinikonsentraattia 1,0 l:n lasiastiaan. Konsentraatin lampoti- 
5 laksi saadettiin 55 °C ja sita sekoitettiin tehokkaasti. Sulfitolyysi suoritettiin lisaa- 
malla proteiinikonsentraattiin 2,4 g natriummetabisulfiittia ja pH saadettiin 6,0:aan 
lisaamalla NaOH:ta. Seosta sekoitettiin koko ajan ja reaktio sai jatkua 30 min. Ta- 
man jalkeen osa muunnelluista proteiineista saostettiin laskemalla pH 4,8:aan lisaa- 
malla seokseen HCl:aa. Saostumaa sisaltavaa seosta sekoitettiin viela 15 min. Saos- 
10 tuma erotettiin sentrifugoimalla 10000 kierrVmin. 30 min. Saostuneen proteiinin 
osuus oli 26 % ja liukoisen vastaavasti 74 %. 

Esimerkki 4 

15 Muuntelua ja fraktiointia varten otettiin 0,45 1 9,0-prosenttista heraproteiinikonsent- 
raattia 1,0 l:n lasiastiaan. Heraproteiinikonsentraatti oli laimennettu teollisesti dia- 
suodatuksella tuotetusta 16-prosenttista konsentraatista, joka oli ennen laimentamis- 
ta mikrosuodatettu 0,45 pjn:n kalvolla Millipore Prostak -laitteistolla mahdollisten 
kaseiinihiukkasten poistamiseksi ja lipoproteiinien vahentamiseksi. Konsentraatin 

20 lampotilaksi saadettiin 55 °C ja sita sekoitettiin tehokkaasti. 

Sulfitolyysi kaynnistettiin lisaamalla proteiinikonsentraattiin 3,25 g natriummetabi- 
sulfiittia ja pH saadettiin 6,0:aan lisaamalla NaOH:ta. Seosta sekoitettiin koko ajan 
ja reaktio sai jatkua 30 min. Taman jalkeen osa muunnelluista proteiineista saostet- 
25 tiin laskemalla pH ensin 5,3:aan ja sen jalkeen 4,8 lisaamalla seokseen HCl:aa. Sa- 
ostumaa sisaltavaa seosta sekoitettiin pH:n laskun jalkeen viela 15 min ennen nayt- 
teenottoa. Saostumat erotettiin sentrifugoimalla 10000 kierr./min. 30 min. Saostu- 
neen proteiinin osuus pH 5,3:ssa oli 39 % ja liukoisen 61 %. Vastaavat luvut pH 
4,8;ssa olivat 46 % ja 54 %. 

30 

Geelielektroforeesimaaritykset osoittivat, etta pH 5,3:ssa fraktioidussa liukoisessa 
osassa oli viela vahan BSA:ta (naudan seerumialbumiinia) mukana p-laktoglobulii- 
nin lisana, mutta pH 4,8:ssa BSA:ta ei enaa ollut, vaan |3-laktoglobuliinia pelkas- 
taan. 

35 
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Esimerkki 5 

Muuntelua ja fraktiointia varten otettiin 0,5 1 8,57-prosenttista herakonsentraattia 
1,0 l:n lasiastiaan. Konsentraatin lampotilaksi saadettiin 60 °C ja sekoitettiin tehok- 

5 kaasti. Sulfitolyysi kaynnistettiin lisaamalla proteiinikonsentraattiin 4,8 g natrium- 
metabisulfiittia ja pH saadettiin 6,0:aan lisaamalla NaOH:ta. Seosta sekoitettiin ja 
reaktio sai jatkua 30 min. Taman jalkeen osa muimnelluista proteiineista saostettiin 
laskemalla pH 4,5:een lisaamalla seokseen HCl:aa. Saostumaa sisaltavaa seosta se- 
koitettiin viela 15 min. Saostuma erotettiin sentrifixgoimalla 10000 kierr./min. 30 

10 min. Saostuneen proteiinin osuus oli 66 % ja liukoisen vastaavasti 34 %. 

Esimerkki 6 

15 l:n reaktoriin, jossa oli sekoitus, lampotilan ja pH:n saato seka kaasun puhallus- 
15 mahdollisuus reaktorin pohjalta, otettiin laboratoriolaitteilla mikrosuodatettua ja ult- 
rasuodatuksella konsentroitua 11,1-prosenttista heraproteiinikonsentraattia 9,0 1 he- 
raproteiinin muuntelua varten. Konsentraatin lampotila saadettiin 55 °C:een ja sita 
sekoitettiin tehokkaasti. 

20 Sulfitolyysi kaynnistettiin lisaamalla proteiinikonsentraattiin 63 g natriummetabi- 
sulfiittia ja pH saadettiin 6,0:aan lisaamalla NaOH:ta. Seosta sekoitettiin j a reaktion 
annettiin jatkua 30 min. Taman jalkeen muunnellun proteiinikonsentraatin pH las- 
kettiin lisaamalla HCl:aa ja sekoittaen 2,0:aan, jossa sulfiitista suurin osa on tasa- 
painoreaktion osana rikkidioksidina seka muunteluasteen osoittamiin maariin disul- 

25 fidisidoksia muodostuneet S-sulfonaattiryhmat ovat vapautuneet myos rikkidioksi- 
dina. Sekoitusta jatkettiin 15 min. Rikkidioksidin poistiuniseksi puhallettiin reakto- 
riin steriloitua ilmaa 3 1/min noin tunnin ajan samalla sekoittaen tehokkaasti, jolloin 
rikkidioksidi poistui puhalletun ilman ja vesihdyryn mukana. Rikkidioksidipitoinen 
ilma otettiin vastaanottoastiaan, jossa se pH 7 5 0:ssa liuotettiin veteen ja neuraloitiin 

30 natrium- ja natriumvetysulfiitin seokseksi. Taman jalkeen muunnellun proteiinikon- 
sentraatin pH nostetaan 5,0:aan ja mahdollisesti rikkidioksidin poistopuhalluksen 
jalkeenkin jaanyt pieni sulfiittimaara hapetettiin sulfaatiksi puhaltamalla steriilia il- 
maa reaktoriin edella kuvatulla tavalla ja samalla sekoittaen noin 30 min ajan. 

35 Taman jalkeen muunnettu proteiinikonsentraatti pestiin diasuodattamalla 10000 D 
-ultrasuodatuskalvoilla kolme kertaa omalla tilavuudellaan vetta, jolloin laktoosin ja 
suolojen maara vaheni yhteen kolmasosaan. Saatu muunnettu proteiinikonsentraatti 
on koostumukseltaan alkuperaisen kaltainen, mutta sen toiminnalliset ominaisuudet 
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ovat muuttuneet, mm. sen pepsiinihydrolysoituvuus (hydrolyysinopeus) on alkupe- 
raiseen konsentraattiln nahden 2,2-kertainen kolmen tunnin aikana 

Esimerkki 7 

5 

Esimerkissa 4 mainittua 9,0-prosenttista heraproteiinikonsentraattia otettiin esimer- 
kissa 6 mainittuun reaktoriin 7,0 1 muuntelua ja fraktiointia varten. Konsentraatin 
lampotila saadettiin 55°:een ja sekoitettiin tehokkaasti. 

10 Sulfitolyysi kaynnistettiin lisaamalla proteiinikonsentraattiin 32 g natriummetabi- 
sulfiittia ja pH saadettiin 6,0:aan NaOH:lla. Seosta sekoitettiin j a reaktion annettiin 
edeta 30 min. Taman jalkeen osa proteiinikonsentraatin muunnelluista proteiineista 
saostettiin laskemalla pH 4,5:een HCl:lla. Saostumaa sisaltavaa seosta sekoitettiin 
viela 15 min saostuneen ja liukoisen proteiinien maaran tasapainottumiseksi. Saos- 

15 tuneet proteiinit erotettiin saostuksen jalkeen suodattamalla 0,45 pm:n mikrosuoda- 
tuskalvoilla ja pestiin kerran omalla tilavuudellaan vetta. Suodos otettiin talteen ja 
kaytettiin mikrosuodatuksen suodoksen eli liukoisen osan ensimmaisena pesuvetena. 

Saostuman pH laskettiin HCl:lla 2,0:aan ja vapautunut rikkidioksidi puhallettiin pois 
20 ja sen jalkeen pH nostettiin 5,0:aan ja puhallettiin uudelleen pienen sulfiittijaaman 
hapettamiseksi sulfaatiksi, kuten esimerkissa 6 on kuvattu. Lopuksi tama fraktio 
pestiin ultrasuodattamalla laktoosin ja suolojen vahentamiseksi seka konsentroitiin 
10 %:n proteiinipitoisuuteen. 

25 Liukoisesta osasta poistettiin sulfiitti- ja S-sulfoniryhmat kuten edella tehtiin saostu- 
neen osan kohdalla. Sen jalkeen pH nostettiin 4,5:eenja"pestiin ultrasuodattamalla 
ensin mikrosuodatuksen pesuvedella ja sitten kaksi kertaa vedella ja konsentroitiin 
15 %:n proteiinipitoisuuteen. 

30 Esimerkki 8 

Soijaproteiinin muuntelua varten sekoitettiin 70 g isolaattia 1,0 l:aan vetta 2 l:n lasi- 
astiassa. Soijaisolaatin proteiinipitoisuus oli noin 85 %. Suspension lampotilaksi 
saadettiin 70 °C ja sita sekoitettiin tehokkaasti. 

35 

Sulfitolyysi kaynnistettiin lisaamalla isolaattisuspensioon 9,5 g natriummetabisul- 
fiittia ja pH saadettiin 6,5:een NaOH:lla. Reaktioaika oli 30 min ja koko ajan sus- 
pensiota sekoitettiin tehokkaasti. 
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Muuntelun jalkeen suspension pH laskettiin 4,5:een, jolloin soijan proteiinit saos- 
tuivat. Saostuma sentrifugoitiin 10000 kierr./min. 30 min, jolloin proteiinisaostuma 
jai putken pohjalle ja kirkkaaseen vesikerrokseen, kirkasteeseen jaivat suolat mm. 
sulfiitti seka vahan proteiinia (noin 0,5 %). Kahden pesukerran jalkeen suolojen 
5 maara pieneni olennaisesti, mutta naissa pesuvesissa proteiinia oli vain nimeksi. Pe- 
sujen jalkeen pH laskettiin 2,5:een ja pidettiin siella 15 min samalla sekoittaen. 

pH nostettiin uudelleen 4,5:een, jossa saostuma pestiin viela kerran ja alkuperaiseen 
konsentraatioon liuotetun proteiinin pH nostettiin 6,0:aan. Tama oli lopputuote, 
10 josta tehtiin trypsiini-inhibiittorin aktiivisuuden maaritys seka geelielektroforeesi- 
maaritys proteiinin molekyylikoon jakautumisesta. Tiypsiini-inhibiittorin aktiivisuus 
maaritettiin menetelmalla, joka on esitetty julkaisussa Kakade, M. L., Rackis, J. J., 
McGhee, J. E. ja Puski, G., Cereal Chem. 51 (1974), 376-382. 

15 Maaritystulosten mukaan muunnettu soijaisolaattiproteiini oli menettanyt kokonaan 
tiypsiini-inhibiittoriaktiivisuutensa, mutta vertailxma kaytetyssa alkuperaisessa iso- 
laattiproteiinissa aktiivisuutta oli menetelmassa kaytetyn laimennussarjan vakevim- 
massa ja toiseksi vakevimmassa naytteessa selvasti ja kolmannessa havaittavasti. 
Geelielektroforeesimaaritys osoitti vertailtaessa alkuperaisen soijaisolaatin ja muun- 

20 nellun isolaatin proteiinimolekyylien jakautumaa, etta muunnellussa isolaatissa mo- 
lekyylipainoltaan pienempien proteiinien eli isompien proteiinien osaproteiinien 
maara oli selvasti lisaantynyt. 



25 



Edella on esitetty eraita keksinnon sovelluksia. Keksintoa luonnollisesti ei rajoiteta 
edella esitettyihin esimerkkeihin, vaan keksinnon mukaista periaatetta voidaan 
muunnella patenttivaatimusten suoja-alan puitteissa. 



Patenttivaatimukset 
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1. Menetelma proteiinin, erityisesti hera- tai soijaproteiinien, muuntelemiseksi ja 
eristamiseksi, tunnettu siita, etta 

5 a) saatetaan proteiini, kuten hera tai soija tai sen konsentraatti, kosketuksiin sulfutti- 
ionej a mjuodosta>van reagenssin kanssa proteiinin sulfonoimiseksi, ja valinnaisesti 

b) saostetaan sulfonoitu proteiini happamassa pH:ssa, ja 

c) otetaan sulfonoitu proteiini tai saostunut ja/tai liukoinen sulfonoitu proteiini tai- 
teen ja suoritetaan sille mahdollinen jalkikasittely. 

10 

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta hera tai sen 
konsentraatti saatetaan kosketuksiin sulfiitti-ioneja muodostavan reagenssin kanssa 
proteiinin sulfonoimiseksi lampotilassa 40-65 °C, edullisesti 50-60 °C. 

15 3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta herakon- 
sentraatin proteiinipitoisuus on 9-12 paino-%. 

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta soija tai sen 
konsentraatti saatetaan kosketuksiin sulfiitti-ioneja muodostavan reagenssin kanssa 

20 proteiinin sulfonoimiseksi lampotilassa 60-80 °C, edullisesti 65-75 °C. 

5. Patenttivaatimuksen 1, 2, 3 tai 4 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
kohdassa (a) pH saadetaan arvoon 5,5-8, edullisesti 6-7. 

25 6. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta koh- 
dan (a) sulfonoinnissa kaytetaan sulfiittia 0,02-0,20 M,Tdullisesti 0,05-0,10 M. 

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta proteiinin sul- 
fonoitumisasteeseen vaikutetaan reaktio-olosuhteita ja reagenssien maaraa muutta- 

30 malla. 

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta sulfonoidut 
proteiinit saostetaan koostumukseltaan erilaisina fraktioina pH-arvoa saatelemalla. 

35 9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta sulfonoidut 
proteiinit saostetaan laskemalla pH arvoon 1,5-5,5, edullisesti arvoon 4,0-5,0. 
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10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta sulfonoiduista 
proteiineista tai saostuneesta ja/tai liukoisesta sulfonoidusta proteiinista poistetaan 
sulfoniryhmat seka samasta liuoksesta sulfiitit laskemalla pH noin l,5-4:aan, jolloin 
molemmat vapautuvat rikkidioksidina ja proteiiniin muodostuu vapaita sulfhydryyli- 

5 ryhmia. 

11. Patenttivaatimuksen 1 tai 10 mukainen menetelma, tunnettu siita jaljelle jaa- 
nyt sulfiitti hapetetaan sulfaatiksi puhaltamalla ilmaa seokseen pH:ssa 4-7. 
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12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vapaista 
sulfhydiyyliryhmista muodostetaan uudelleen disulfidiryhmia puhaltamalla ilmaa 
proteiiniseokseen, jonka pH on 4,5-8,5 ja lampotila 45-75 °C. 



(57) Tiivistelma 

Keksinto koskee menetelmaa proteiinien eristamiseksi he- 
rasta tai soijasta ja eristettyjen proteiinien muuntelemiseksi, 
jossa menetelmassa 

a) saatetaan hera tai soija tai sen konsentraatti kosketuksiin 
sulfiitti-ioneja muodostavan reagenssin kanssa proteiinin 
sulfonoimiseksi, ja valinnaisesti 

b) saostetaan sulfonoitu proteiini happamassa pH:ssa, ja 

c) otetaan sulfonoitu proteiini tai saostunut ja liukoinen sul- 
fonoitu proteiini talteen ja suoritetaan sille mahdollinen 
jalkikasittely. 



